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ABSTRACT
This research is aiming to determine the level of ascorbic acid in young and old moringa
leaves (Moringa oleifera Lam)  from seaboard and highlands and also to determine the
antioxidant activity. Moringa leaves were extracted using water and sodium oxalate (Na-
2C2O4) by maceration method, centrifuged at 2000 rpm for 10 minutes and analyzed using
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) method which observed parameter are the free radical
reduction at 30th minute with diverse concentration (1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm and 5 ppm)
and IC50 value (Inhibitory Concentration) analyzed using regression equation. Result shows
the level of ascorbic acid in young leaves from seaboard is 361,71 mg/L, old leaves from
seaboard is 363,49 mg/L, young leaves from mountains is 308,66 mg/L, and old leaves from
mountain is 312,05 mg/L. Examination result of antioxidant activity using UV-Vis
spectrophotometer at wavelenght 515 nm obtained the IC50 in young leaves from seaboard is
9,901 μg/mL, old leaves from seaboard is 26,109 μg/mL, young leaves from mountains is
6,583 μg/mL, and old leaves from mountains is 7,891 μg/mL, so that were categorized as very
strong antioxidant. Antioxidant activity of moringa old leaves extract is stronger than moringa
young leaves, however its weaker than vitamin C and BHT with IC50 value 2,87 μg/mL and
7,00 μg/mL.
Key words: Ascorbic acid (vitamin C), antioxidant activity, moringa leaf (Moringa oleifera
Lam), DPPH, mountains, seaboard, UV-Vis Spectrophotometer.
ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar asam askorbat (vitamin C) dalam daun muda
dan daun tua kelor (Moringa oleifera Lam) dari daerah pesisir dan pegunungan serta
menentukan aktivitas antioksidannya. Daun kelor diekstraksi menggunakan air dan natrium
oksalat (Na2C2O4) dengan metode maserasi, disentrifuge pada 2000 rpm selama 10 menit dan
dianalisis vitamin C dengan Spektrofotometer UV-Vis. Pengujian aktivitas antioksidan
dengan metode 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) dengan parameter yang diamati adalah
persen peredaman radikal bebas pada menit ke-30 dengan konsentrasi berbeda (1 ppm, 2 ppm,
3 ppm, 4 ppm dan 5 ppm) dan nilai IC50 (Inhibitory Concentration) dianalisis menggunakan
persamaan regresi. Hasil penelitian menunjukkan kadar asam askorbat (vitamin C) daun kelor
muda pesisir adalah 361,71 mg/L, daun kelor tua pesisir adalah 363,49 mg/L, daun kelor
muda pegunungan adalah 308,66 mg/L, dan daun kelor tua pegunungan adalah 312,05 mg/L.
Hasil pemeriksaan aktivitas antioksidan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 515 nm diperoleh IC50 dari daun kelor muda pesisir adalah 9,901 μg/mL,
daun kelor tua pesisir adalah 26,109 μg/mL, daun kelor muda pegunungan adalah 6,583
μg/mL, dan daun kelor tua pegunungan adalah 7,891 μg/mL, sehingga digolongkan sebagai
antioksidan sangat kuat. Aktivitas antioksidan ekstrak daun kelor tua lebih kuat dibandingkan
daun kelor muda, namun lebih lemah dibandingkan vitamin C dan BHT dengan nilai IC50 2,87
μg/mL dan 7,00 μg/mL.
Kata kunci : Asam askorbat (vitamin C), aktivitas antioksidan, daun kelor (Moringa oleifera
Lam), DPPH, pegunungan, pesisir, spektroforometer UV-Vis.
2PENDAHULUAN
Di Indonesia terdapat beberapa
masalah gizi utama, salah satunya adalah
anemia gizi besi atau yang dikenal
masyarakat sebagai penyakit kurang darah.
Penyebab langsung anemia gizi adalah
selain jumlah Fe dalam tubuh manusia
tidak cukup, juga diakibatkan oleh absorbsi
atau penyerapan zat besi yang rendah
(Citrakusumasari, 2012). Oleh karena itu,
dibutuhkan suatu zat yang dapat membantu
penyerapan zat besi dalam tubuh.
Vitamin C adalah vitamin yang
larut dalam air yang berfungsi dalam
metabolisme zat besi di usus dan
pemindahannya ke dalam darah. Vitamin C
dapat terlibat dalam mobilisasi simpanan
besi terutama hemosiderin dalam limpa
(Linder, 1992). Menurut penelitian
Zarianis (2006), defisiensi zat besi
penyebabnya bukan karena asupan besi
yang kurang dari makanan, ternyata
dengan pemberian vitamin C dapat
meningkatkan kadar hemoglobin serta
dapat menurunkan prevalensi anemia.
Vitamin C merupakan vitamin yang tidak
dapat tersimpan lama dalam tubuh,
sehingga perlu dikonsumsi setiap hari.
Salah satu tanaman yang kaya akan
vitamin C adalah tanaman kelor,
khususnya pada bagian daun.
Kelor (Moringa oleifera Lam)
adalah tanaman yang memiliki banyak
nama di berbagai negara. Diduga berasal
dari kawasan pegunungan Himalaya dan
India, untuk daratan Asia termasuk
Indonesia, tanaman kelor yang tumbuh
masuk dalam spesies Moringa oleifera dari
genus Moringacae. Dalam dunia ilmu
pengetahuan mengakui bahwa tanaman
kelor merupakan tanaman yang kaya akan
nutrisi khususnya vitamin. Karena
kandungan nutrisi yang terkandung dalam
tanaman kelor, maka tanaman tersebut
dapat dijadikan sebagai alternatif sumber
antioksidan alami (Krisnadi, 2015).
Antioksidan merupakan senyawa
kimia yang dapat menyumbangkan satu
atau lebih elektron (electron donor) kepada
radikal bebas, sehingga radikal bebas dapat
diredam. Senyawa ini memiliki berat
molekul yang kecil, tetapi mampu
menginaktivasi berkembangnya reaksi
oksidasi dengan cara mencegah
terbentuknya radikal (Winarsi, 2007)
Hasil penelitian spesies Moringa
oleifera sebelumnya menunjukkan bahwa,
hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak daun
kelor menggunakan metode DPPH
memiliki nilai IC50 pada kisaran 5,72 -
42,56 μg/mL, sehingga dapat
dikategorikan sebagai antioksidan kuat
yang mampu menangkal radikal bebas
dalam jumlah besar (Unuigbe, dkk. 2014).
Sedangkan menurut Aslam, dkk. (2005),
menyatakan bahwa perbedaan regional
atau lokasi tumbuh daun kelor dapat
berpengaruh terhadap kuantitas kandungan
nutrisinya. Fatchurrozak, dkk. (2013)
menyebutkan bahwa semakin tinggi
ketinggian tempatnya, maka semakin
tinggi pula stress lingkungan. Ketika
tanaman mengalami stress, maka produksi
metabolit sekunder termasuk produksi
vitamin mengalami peningkatan.
METODOLOGI
Waktu dan Tempat
Analisis dilakukan pada bulan Februari-
Juni 2016 bertempat di Laboratorium
Biokimia, Laboratorium Kimia Terpadu,
Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Alam, dan Laboratorium
Bioteknologi, Fakultas Peternakan,
Universitas Hasanuddin, Makassar.
Alat dan Bahan
alat-alat gelas yang biasa digunakan di
laboratorium, pipet mikro, vortex,
spektrofotometer UV-2600 Shimadzu,
sentrifuge dingin Universal 320 R, neraca
analitik, blender, daun kelor, Na2C2O4,
C6H8O7.H2O, Na2HPO4.2H2O p.a, asam
askorbat, DPPH, BHT metanol p.a, kertas
saring, aluminium foil, dan akuades.
3Prosedur Kerja Analisis Kadar Asam
Askorbat
Pembuatan Larutan Buffer Fosfat Sitrat
pH 5
Larutan buffer fosfat sitrat pH 5
dibuat dengan cara mencampurkan
sebanyak 121,25 mL asam sitrat
(C6H8O7.H2O 0,1 M) dan 128,75 mL
Na2HPO4.2H2O  0,2 M ke dalam labu ukur
250 mL kemudian dihomogenkan.
Pembuatan Larutan Natrium Oksalat
0,01 N
Padatan Na2C2O4 ditimbang
sebanyak 0,1675 gram kemudian
dilarutkan dengan larutan buffer fosfat
sitrat pH 5.  Larutan dimasukkan ke dalam
labu ukur 250 mL dan dihimpitkan hingga
tanda batas lalu dihomogenkan.
Pembuatan Larutan Induk Asam
Askorbat 1000 ppm
Asam askorbat sebanyak 0,05 gram
dimasukkan ke dalam gelas kimia
50 mL kemudian dilarutkan dengan
Na2C2O4 0,01 N. Larutan kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL dan
dihimpitkan dengan Na2C2O4 0,01 N
hingga tanda batas dan dihomogenkan.
Pembuatan Larutan Asam Askorbat 500
ppm
Larutan induk asam askorbat 1000
ppm dipipet sebanyak 12,5 mL lalu
dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL.
Selanjutnya larutan dihimpitkan dengan
Na2C2O4 0,01 N hingga tanda batas dan
dihomogenkan.
Pembuatan Larutan Standar Asam
Askorbat 20 ppm; 40 ppm; 60 ppm; 80
ppm; dan 100 ppm
Larutan asam askorbat 500 ppm
dipipet secara berturut-turut masing-
masing sebanyak 0,4 mL; 0,8 mL;  1,2 mL,
1,6 mL, dan 2,0 mL lalu dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL. Kemudian
dihimpitkan dengan Na2C2O4 0,01 N
hingga tanda batas dan dihomogenkan.
Setelah itu, diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum.  Kemudian dibuat
kurva kalibrasi antara konsentrasi (x) dan
absorbansi (y) sehingga diperoleh
persamaan garis lurus.
Penentuan Kandungan Vitamin C
dengan Spektrofotometer UV-Vis
Sampel daun kelor dari daerah
pesisir dan pegunungan dibersihkan dan
dihaluskan kemudian diambil yang
mewaliki keseluruhan sampel lalu
ditimbang sebanyak 1 gram. Selanjutnya
masing-masing sampel diekstraksi dengan
4 mL larutan Na2C2O4 0,01 N kemudian
disentrifuge pada 2000 rpm selama 10
menit. Setelah disentrifuge, larutan
didekantasi lalu dipisahkan.  Proses
sentrifuge diulangi hingga residu sampel
menjadi tidak berwarna. Filtrat sampel
yang telah dipisahkan kemudian diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum.
Prosedur Uji Aktivitas Antioksidan
dengan Metode DPPH (Molyneux, 2004)
Pembuatan Larutan DPPH
Sebanyak 1,97 mg DPPH
dilarutkan dengan metanol p.a dalam labu
ukur sampai 100 mL sehingga diperoleh
larutan dengan konsentrasi 0,05 mM.
Penentuan Panjang Gelombang
Maksimum (λmaks) DPPH
Sebanyak 4 mL larutan DPPH 0,05
mM dan ditambahkan dengan 1 mL
methanol p.a. Setelah dibiarkan selama 30
menit ditempat gelap, serapan larutan
diukur dengan spektrofotometer UV pada
panjang gelombang 400-600 nm.
Pembuatan Larutan Pembanding
(Vitamin C dan BHT)
Vitamin C dan BHT masing-
masing ditimbang sebanyak 10 mg dalam
gelas kimia yang berbeda dan dilarutkan
dalam 10 mL metanol p.a sehingga
diperoleh masing-masing konsentrasi 1000
ppm sebagai larutan induk. Kemudian
4larutan induk dipipet sebanyak 1 mL lalu
diencerkan dengan metanol p.a dalam labu
ukur 10 mL. Dari 100 ppm dibuat seri
konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm dengan
memipet berturut-turut 50, 100, 150, 200,
dan 250 μL. Larutan DPPH ditambahkan
sebanyak 4 mL dan dicukupkan volumenya
hingga 5 mL dengan metanol p.a.
Pengujian Aktivitas Antioksidan
Larutan induk dari ekstrak asam
askorbat daun kelor yang telah diketahui
konsentrasinya dibuat dalam seri
konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm dengan
memipet larutan induk berturut-turut
dengan volume tertentu, kemudian
ditambahkan larutan DPPH sebanyak 4
mL, dan dicukupkan volumenya hingga 5
mL dengan metanol p.a, dan sebagai
pembanding digunakan vitamin C dan
BHT dengan seri konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan
5 ppm. Campuran tersebut dikocok
menggunakan vortex dan dibiarkan selama
30 menit pada suhu kamar (37 oC) dan
pada ruangan yang terlindungi dari cahaya
matahari. Absorbansi (A) diukur pada
panjang gelombang 515 nm menggunakan
spektrofotometer UV. Persentase pengikat
radikal bebas dihitung menggunakan
rumus:
% inhibisi =
absorbansi blanko-absorbansi sampel
absorbansi blanko X 100 %
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Analaisis Kadar Asam Askorbat
Tabel 1. Kadar Asam Askorbat dalam
Daun Kelor
Jenis Daun Kadar AsamAskorbat (mg/100 g)
DKMP 361,71
DKTP 363,49
DKMG 308,66
DKTG 312,05
DKMP = Daun Kelor Muda Pesisir;
DKTP = Daun Kelor Tua Pesisir;
DKMG = Daun Kelor Muda Pegunungan;
DKTG = Daun Kelor Tua Pegunungan
Tabel 1 menunjukkan kadar asam
askorbat daun kelor daerah pesisir lebih
tinggi daripada di daerah pegunungan.
Hasil tersebut sedikit berbeda dengan
pendapat Karamoy (2009) yang
menyatakan bahwa pengaruh ketinggian
tempat berkaitan dengan proses
metabolisme tanaman, seperti proses
biokimia dan sintesis senyawa metabolit
sekunder. Hal tersebut akan mempengaruhi
pertumbuhan, karakter morfologi, maupun
kandungan senyawa aktif pada suatu
tanaman. Semakin tinggi ketinggian
tempatnya, maka semakin tinggi pula
stress lingkungan, misalnya suhu semakin
rendah, kelembaban semakin tinggi,
intensitas cahaya matahari semakin kecil,
lama penyinaran semakin singkat.
Stres suhu, cahaya, kelembaban, dan lain-
lain dapat mempengaruhi produksi
metabolit sekunder tanaman. Ketika
tanaman mengalami stress, maka produksi
metabolit sekunder termasuk produksi
vitamin C mengalami peningkatan
(Fatchurrozak, dkk., 2013).
Semakin rendah ketinggian tempat,
intensitas sinar matahari dan temperatur
semakin tinggi, maka vitamin C semakin
mudah teroksidasi menjadi asam
dehidroaskorbat yang masih mempunyai
keaktifan sebagai vitamin C. Dimana asam
dehidroaskorbat ini merupakan senyawa
yang sangat tidak stabil dan dapat
mengalami perubahan lebih lanjut manjadi
asam diketogulonat yang tidak lagi
memiliki aktivitas sebagai vitamin C
(Widodo, 2006), sehingga kadar vitamin C
di daerah pesisir (Kab. Barru) seharusnya
lebih rendah dibanding daerah pegunungan
(Kab. Soppeng), Namun, pada dasarnya
setiap tanaman memiliki suhu optimum
untuk berlangsungnya metabolisme. Begitu
juga tanaman kelor (Moringa oleifera
5Lam.) memiliki suhu optimum untuk
metabolismenya, termasuk metabolisme
vitamin C (Fatchurrozak, dkk., 2013). Dari
data penelitian dapat disebutkan bahwa
suhu optimum tanaman kelor untuk
berlangsungnya metabolisme vitamin C
adalah suhu pada daerah pesisir Kabupaten
Barru.
Kandungan asam askorbat pada
daun tua lebih tinggi dibandingkan dengan
daun muda. Hal ini dikarenakan daun
muda aktif secara fisiologi daripada daun
tua. Daun muda memerlukan lebih  banyak
vitamin C dan tidak dapat mengumpulkan
cukup  vitamin C untuk memenuhi proses
fisiologinya. Sebaliknya, daun tua
memiliki kemampuan yang tinggi untuk
mensintesis vitamin C tetapi
pemanfaatannya lebih rendah. Perbedaan
tersebut disebabkan oleh translokasi asam
askorbat dari sumber produksi untuk daun
muda yang membutuhkan lebih banyak
vitamin. Nutrisi selalu disimpan dalam
daun tua dan kemudian ditransfer ke daun
muda untuk pertumbuhan dan
perkembangannya. Daun muda tidak
memiliki bentuk organ untuk penyimpanan
nutrisi. Akibatnya, translokasi nutrisi lebih
banyak pada daun muda dari pada daun
tua. Pada daun tua, vitamin C ada dalam
bentuk aktif tetapi diubah menjadi tidak
aktif asam dihidroaskorbat pada daun
muda (Ayua, dkk., 2006). Lee dan Kader
(2000) menemukan bahwa asam askorbat
oksidase ditemukan pada bagian tanaman
yang perkembangannya cepat. Asam
askorbat oksidase (AAO) mengoksidasi
vitamin C menjadi asam dehidroaskorbat.
Ini juga merupakan alasan mengapa
vitamin C lebih banyak dalam daun tua
dari pada daun muda.
Hasil Uji Aktivitas Antioksidan dengan
Metode DPPH
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6Adanya aktivitas antioksidan dari sampel
mengakibatkan perubahan warna pada
larutan DPPH dalam metanol yang semula
berwarna violet pekat menjadi kuning
pucat (Permana, dkk., 2003). Semakin
tinggi konsentrasi sampel yang
mengandung senyawa antioksidan maka
warna kuning yang terbentuk akan semakin
terang. Perubahan warna DPPH ini terkait
dengan energi yang dimiliki radikal bebas.
Saat berada dalam keadaan radikal, DPPH
cenderung tidak stabil. Hal tersebut
ditunjukkan dengan adanya pemudaran
warna ungu dari larutan DPPH, karena
dipheniylpicrylhydrazyl (DPPH)
mempunyai satu atom N yang elektronnya
tidak berpasangan dan apabila bereaksi
dengan senyawa yang dapat meredam
radikal bebas maka akan terjadi pengikatan
satu elektron dengan        atom yang dapat
mendonorkan elektronnya (atom H)
membentuk dipheniylpicrylhydrazyne yang
stabil (DPPH-H) (Molyneux, 2004).
Uji aktivitas antioksidan
menggunakan larutan pembanding (kontrol
positif) vitamin C dan BHT (butil hidroxi
toluene) karena kedua senyawa ini
mempunyai kemampuan meredam atau
manangkal radikal bebas yang sangat baik
dan banyak digunakan oleh peneliti-
peneliti sebagai kontrol positif pada uji
aktivitas antioksidan.
Parameter yang dugunakan untuk
menunjukkan aktivitas antioksidan adalah
Inhibition Concentration (IC50) yaitu
konsentrasi suatu zat antioksidan yang
dapat menyebabkan 50 % DPPH
kehilangan karakter radikal. Jika aktivitas
antioksidannya semakin tinggi maka nilai
IC50 akan semakin kecil  (Molyneux,
2004). Persen inhibisi ini didapatkan dari
perbedaan serapan antara absorbansi
DPPH dengan aborbansi sampel yang
diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (Andayani, dkk., 2008).
Tabel 2. Nilai IC50 dan Tingkat Kekuatan Antioksidan Sampel Daun Kelor dan
Pembanding (Kontrol Positif)
Sampel/
pembanding Nilai IC50 Intensitas
Sampel
DKMP 9,901 μg/mL Sangat Kuat
DKTP 26,109 μg/mL Sangat Kuat
DKMG 6,583 μg/mL Sangat Kuat
DKTG 7,891 μg/mL Sangat Kuat
Pembanding (Kontrol Positif)
Vitamin C 2,87 μg/mL Sangat Kuat
BHT 7,00 μg/mL Sangat Kuat
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7Tabel 2 menunjukkan bahwa ekstrak daun
kelor muda mempunyai daya peredam
radikal bebas yang lebih besar dibanding
ekstrak daun kelor tua. Hal ini terjadi
karena kandungan metabolit sekunder pada
daun dapat berbeda-beda karena perbedaan
umur dan bagian tanaman (Achakzai, dkk.,
2009). Daun muda umumnya memiliki
kandungan metabolit sekunder dan enzim
yang tinggi karena diperlukan dalam
proses pertumbuhan, perkembangan, dan
pembelahan sel-sel daun tersebut. Pada
perkembangannya konsentrasi metabolit
sekunder tanaman akan berangsur menurun
seiring penurunan aktivitas perkembangan
daun tersebut (Prayitno dan Nuryandani,
2011).
Ekstrak daun kelor daerah pesisir
memiliki nilai IC50 lebih tinggi
dibandingkan daun kelor daerah
pegunungan, artinya daun kelor daerah
pegunungan memiliki aktivitas antioksidan
lebih tinggi dibandingkan daerah pesisir.
Hal ini karena semakin bertambah
ketinggian tempat maka kandungan
antioksidannya semakin tinggi. Hasil
tersebut sesuai dengan pendapat yang
menyatakan bahwa pengaruh ketinggian
tempat, berkaitan dengan proses
metabolisme tanaman (Karamoy, 2009),
seperti proses biokimia dan sintesis
senyawa metabolit sekunder. Hal tersebut
akan mempengaruhi pertumbuhan,
karakter morfologi, maupun kandungan
senyawa aktif pada suatu tanaman.
KESIMPULAN
1. Kadar asam askorbat (vitamin C)
dalam 100 gram daun kelor muda
pesisir adalah  361,71 mg, daun kelor
tua pesisir adalah 363,49 mg, daun
kelor muda pegunungan adalah
308,66 mg, dan daun kelor tua
pegunungan adalah 312,05 mg.
2. Ekstrak daun kelor (Moringa oleifera
Lam.) daerah pesisir dan pegunungan
menunjukkan adanya aktivitas
antiosidan yang tinggi dengan nilai
IC50 dari ekstrak daun kelor muda
pesisir adalah 9,901 μg/mL, daun
kelor tua pesisir adalah 26,109 μg/mL,
daun kelor muda pegunungan adalah
6,583 μg/mL, dan daun kelor tua
pegunungan adalah 7,891 μg/mL,
sehingga digolongkan sebagai
antioksidan sangat kuat. Sebagai
kontrol positif vitamin C dengan nilai
IC50 2,87 μg/mL, dan BHT adalah 7,00
μg/mL.
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